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缩 略 词 表
Abbreviation
缩略词 英文名称 中文名称
AD Activating Domain 转录激活结构域
Amp Ampicillin 氨苄青霉素
AP Alkaline phosphatase 碱性磷酸酶
AP-1 activator protein-1 激活剂蛋白-1
BD DNA Binding Domain DNA 结合域
BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白
CO-IP Co-Immunoprecipitation 免疫共沉淀
CP capsid protein 衣壳蛋白
DTT dethiothreitol 二硫苏糖醇
EDTA thylene minetetraacetic acid 乙二胺四乙酸
FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer 荧光共振能量转移技术
GFP green fluorescence protein 绿色荧光蛋白
MOI Multiplicity of Infection 感染复数
Kan kanamycin 卡那霉素
NEM N-ethylmaleimide N-乙基顺丁烯二酰亚胺
ORF open reading frame 开放阅读框
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰氨凝胶电泳
PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟
SDS sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠
TEM Transmission electron microscopy 透射电镜
TAP andem affinity purification 串联亲和纯化
WSSV white spot syndrome virus 对虾白斑综合症杆状病毒
E1 ubiquitin-activating enzyme 泛素激活酶
E2 ubiquitin-conjugating enzyme 泛素结合酶


















病毒（White spot sydrome virus，WSSV）是养殖对虾爆发性传染疾病的主要病害
之一。因此对虾疾病尤其是 WSSV 的侵染机制成为目前研究的热点，病毒极早
期基因在病毒感染宿主的过程中起着关键作用，对其进行研究有助于进一步揭示
WSSV 的侵染机制，为 WSSV 的防治提供新思路。本研究工作的内容主要包括
以下几部分：
(1)构建一系列 wsv249 的启动子 249P-331的连续缺失突变 249P-300、
249P-275 、249P-250、 249P-225、249P-200、 249P-175、 249P-150、 249P-130、
249P-100，双荧光素酶报告基因检测启动子活性实验表明 249P-300启动子活性
最高，利用启动子转录因子结合位点软件分析发现其存在 2 个 AP-1家族结合位
点；其次，将 c-Jun 和 249P-300 、249P-225、249P-200、249P-150分别共转入
Sf9 细胞，结果表明 c-Jun 对 249P-300的启动子活性有显著性上调作用；最后，
对 249P-P300启动子上的转录因子结合位点进行单点突变和双突变，实验结果表
明 c-Jun 对 249P-300活性上调作用显著性下降。综上所述，本研究找到一个转录
因子 c-Jun 能够显著性上调 wsv249 启动子活性，为WSSV 基因的转录、复制、
等过程的研究奠定工作基础。
(2)构建 WSV249 和 WSV403 重组质粒及其突变体，转染 293T 细胞，利用
免疫荧光技术和激光共聚焦技术，观察发现野生型均定位在细胞质中并呈点状分
布，和 γ-Tubulin 共定位于中心体，突变体也定位在细胞质中，但无点状分布，
和 γ-Tubulin 无共定位现象； 我们用 WSSV-CN02 株 WSSV 病毒感染红鳌鳌虾
造血组织细胞，运用免疫荧光和激光共聚焦技术，观察发现 WSV249 和造血组
织细胞的 γ-Tubulin蛋白共定位于中心体，部分WSV249和细胞骨架蛋白 F-actin


















Shrimp is a marine species which culture not only in sea water but also in th
freshwater,the annual production of shrimp in mainland of China has been over one
million tons in recent years.Bacterial and viral diseases become severe and
constrainted shrimp industry.White spot syndrome virus（WSSV）is one of the major
diseases that seriously obstructed the development of the shrimp acquclture. So the
mechanism of pathogens especially WSSV is becoming a hot spot of current research,
Immediate-early(IE) genes encode regulatory proteins critical for the virus,they are
the keys to understand how WSSV infect the host cell which attempts to provide new
insights into the prevention and cure of WSSV.The content of this research work
mainly includes the following sections.
(1)First of all,we constructed a series of truncated and deletion mutants of
promoter of wsv249 which are 249P-300,249P-275,249P-250,249P-225,249P-200,
249P-175,249P-150,249P-130 and 249P-100, the result of dual Luciferase Reporter
Gene Assay experiment shows that activity of promoter P300 is the highest. AP-1
family were frequently found within the wsv249 promoter regions by utilizing
promoter transcription factor binding sites software. Secondly, 249P-300、249P-225、
249P-200、249P-150 were separately transfected in Sf9 cell with c-Jun,it turns out that
c-Jun has a significant increased effect on activity of promoter. Finally,we make
single point mutation and double position mutation on transcription factor binding
sites of promoter P300, then detect that the significant increased effect on activity of
promoter of c-Jun has an apparent decline.To sum up, this research finds out a
transcription factor c-Jun which up-regulate the promoter WSV249 and regulate the
expression of WSV249.It is conducive to further recognize the mechanism of
WSV249 and correlation of other network regulatory factors.Our study lays the
working foundation for studying the transcription , replication of WSSV.
(2)By means of structuring recombinant plasmid and point mutations of
WSV249 and WSV403,transfecting 293T cell,utilizing immunofluorescence















be located in the cytoplasm which are distributed as spot and collocated in centrosome
with γ-Tubulin. Mutants locate in the cytoplasm but with no point shape distribution
and no co-localization phenomenon.
We use CN02 virus strain of WSSV to infect hemopoietic tissue cells of cherax
quadricarinatus;we utilize immunofluorescence technique and laser confocal
microscopy to observe and find out that WSV249 and γ-Tubulin protein are mainly




























































约为 210-420 nm × 70-167 nm，完整的病毒粒子由囊膜和核衣壳两部分组成。囊
膜厚度约为 6-7 nm，膜结构为典型的磷脂双分子层结构，两膜之间有 2-7.5 nm


















































室）很难开展 WSSV 的研究工作。所以寻找 WSSV 的替代宿主，建立感染动物
模型非常必要。1998 年，魏静等首次报道在克氏原螯虾(Procamburus clarkia)体




















到目前为止，GenBank 已公布了 4 株WSSV 的基因组序列，分别为：（1）
中国大陆株(WSSV-CN，Accession No.AF332093)[18]，该毒株分离自中国大陆养
殖的日本对虾(Penaeus japonicus)，基因组为 305107 bp，越有 97%是特异性的，
包含 531 个开放阅读框（ORF），其中 181 个 ORF 可能具备编码功能蛋白的功
能。（2）台湾株(WSSV-TW,Accession No. AF440570)[19]，病毒株分离自台湾的
斑节对虾(Penaeus monodon)，基因组为 307287 bp，是 4株 WSSV分离株中最大
的。基因组测序所得序列比 2001年 van Hulten所测得的全序列多出 14 kb，并且
都位于 van Hulten 全序列的 31135 bp 处，其余序列基本一致。（3）泰国株
(WSSV-TH, Accession No.AF369029)[20] 基因组为 292，967 kb，病毒株分离自泰
国的斑节对虾(Penaeus monodon)，用螯虾(Procambarus clarkii)做为宿主感染增殖
WSSV用于测序。根据 ORF 序列重叠最少的原则，分析选出 184个 ORF，占全
基因组的 92%。（4）韩国株(WSSV-KR, Accession No.JX515788)[21]基因组大小
为 295884 bp，该病毒株分离自凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)，其基因组共
编码 515 个 ORF。4株 WSSV 分离株的性质比较如表 1所示：
表 1 四株已测序的 WSSV分离株性质比较
国际病毒分类委员会第 8 次报告把 WSSV 归为线形病毒科（Nimaviridae）




分类 WSSV-CN WSSV-TW WSSV-TH WSSV-KR
原始宿主 日本对虾 斑节对虾 斑节对虾 凡纳滨对虾
基因组大小 305107bp 307287bp 292967bp 295884bp
病虾收集时间 1996.10 1994.11 1996.05 2011.04
GenBank 序列号 AF332093 AF440570 AF369029 JX515788






















白。主要的蛋白质组学技术有：SDS-PAGE、Blue Native Polyacrylamide Gel
electrophoresis(BN-PAGE)、MALDI-TOF/ TOF MS。表 2 为已经鉴定的主要的结
构蛋白。
表 2 目前鉴定的主要的结构蛋白
结构蛋白 ORF 分子大小(aa) 定位
VP12B (VP68) wsv386 68 囊膜
VP13B(VP16) wsv321 117 囊膜
VP14 wsv349 97 囊膜
VP19 wsv414 121 囊膜
VP28 wsv421 204 囊膜
VP31 wsv340 261 囊膜
VP32 wsv198 278 囊膜
VP33 wsv256 281 囊膜
VP38A wsv339 309 囊膜
VP39B wsv237 283 囊膜
VP41A wsv242 292 囊膜
VP41B wsv238 300 囊膜
VP51A wsv256 486 囊膜
VP51B wsv011 384 囊膜
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